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研究成果の概要（和文）：Pol IIは転写サイクルの各段階において多数の因子（DNA、RNA、タンパク質（クロマ
チン因子、転写開始因子、転写伸長因子、転写終結因子、RNAプロセシング因子））と一過的に離合集散し、Pol
 II複合体のダイナミックなリモデリングを経て完全長のRNAが合成されると考えられるが、このダイナミズムに
ついては依然不明な点が多い。本研究では、新規なPol II相互作用因子の同定・解析と生細胞内でのカイネティ
クス解析を通じて、Pol II複合体のリモデリング過程とその過程に存在するチェックポイントの制御機構の解明
を目指した。

研究成果の概要（英文）：Synthesis of full-length RNAs is made possible through multiple interactions
 of Pol II with DNA, RNA, and proteins (e.g., chromatin factors, transcription initiation factors, 
elongation factors, termination factors, and RNA processing factors), which together form a large 
complex that undergoes rapid remodeling during the transcription cycle. However, the detail of this 
dynamic process remains poorly understood. Here we set out to explore mechanisms for the remodeling 
of the Pol II-containing complex during the transcription cycle and regulatory checkpoints in it, 
through identification and characterization of new Pol II-interacting factors and kinetic analyses 
in living cells.

研究分野：分子生物学・生化学
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１．研究開始当初の背景 
 RNAポリメラーゼ II（Pol II）は転写サイ
クルの各段階において多数の因子（DNA、
RNA、タンパク質（クロマチン因子、転写開
始因子、転写伸長因子、転写終結因子、RNA
プロセシング因子））と一過的に離合集散し、
Pol II複合体のダイナミックなリモデリング
を経て完全長の RNAが合成されると考えら
れるが、このダイナミズムについては依然不
明な点が多い。さらに、この過程では Pol II
複合体やクロマチンの翻訳後修飾が共役し
て見られるが、それらの機能も不明な点が多
い。 
 
２．研究の目的 
 転写サイクル領域の計画研究 1では、新規
な Pol II相互作用因子の同定・解析と生細胞
内でのカイネティクス解析を通じて、Pol II
複合体のリモデリング過程とその過程に存
在するチェックポイントの制御機構の解明
を目指した。さらに、血球細胞分化系をモデ
ルに用いて転写活性化過程におけるエンハ
ンサー・プロモーター相互作用の時空間的制
御機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 細胞内の転写/クロマチン構造のダイナミ
クス解析を行うため、ChIP-seq解析ならびに
詳細なタイムコース ChIP-qPCR 解析を行っ
た。これらの方法を、特定の転写因子のコン
ディショナルノックダウンもしくはノック
アウトと組み合わせることで、特定の転写因
子が細胞内の転写/クロマチン構造のダイナ
ミクスに及ぼす影響を解析した。 
 細胞内の mRNA 組成の変化をグローバル
かつ定量的に解析するため、RNA-seq解析な
らびに詳細なタイムコース qRT-PCR 解析を
行った。さらに、血球細胞の分化過程におけ
る 1細胞トランスクプトーム解析も行った。 
 アクティブな転写伸長のマークであるヒス
トン H2B-K120 モノユビキチン化フォーム 
(H2Bub) を半合成し、in vitroでクロマチンを
再構成した。そして H2Bub修飾クロマチンと
非修飾クロマチンとで差次的に結合するタ
ンパク質を SILAC法により探索した（イスラ
エルおよびドイツのグループとの共同研究）。 
 
４．研究成果 
 完全長 RNAを合成する上で、正しい位置
からの転写開始と同じく、正しい位置での転
写終結が重要だが、転写終結部位が正しく選
び取られる機構はまだ充分に理解されてい
ない。我々は、少なくとも 3つ存在する 3’プ
ロセシング/転写終結経路が遺伝子ごとに適
切に選択される機構の解明を進め、転写伸長
因子 NELF (negative elonagtion factor) が競合
する過程であるポリ(A)付加経路を阻害する
ことによって、マイナーな経路であるステム
ループ依存的経路（複製依存的ヒストン遺伝
子群）や 3’ box依存的経路（snRNA遺伝子群）

を促進していることを見出した（図 1、
Yamamoto et al. 2014）。さらに「経路選択機構」
の全容解明を目指して、focused shRNA library 
screeningを行い、CBC (cap-binding complex) 
や NEXT (nuclear exosome targeting) complex
が NELFと類似した機能を果たしていること
を見出した。 
 

図 1. 3つの 3’プロセシング/転写終結経路における
NELFの役割 

 
 一般的なタンパク質をコードする遺伝子
にも潜在的なポリ(A)付加部位が複数あるこ
とが多い。そこで次に、こうしたポリ(A)付加
部位の選択機構も視野に入れて、転写終結部
位のゲノムワイドマッピングを行った。その
結果、NELF、CBC、NEXTのノックダウンは
非常に類似した表現型を示し、数百の「遺伝
子内部の隠れたポリ(A)付加部位」におけるポ
リ(A)付加/転写終結を誘導することが分かっ
た。このことから、NELF、CBC、NEXTは共
通した機構により遺伝子内部でのポリ(A)付
加/転写終結を抑制し、完全長 mRNAの合成
を可能にしていると考えられる (図 1、
Zukeran et al. 投稿準備中)。 
 Pol IIは転写伸長因子や転写終結因子、
RNAプロセシング因子等、多数の因子と相互
作用しながら転写を進めており、転写複合体
のリン酸化やクロマチンの翻訳後修飾がこ
の過程を制御していると考えられる。この複
雑な制御過程について解析を進めてきた。た
とえば、アクティブな転写伸長のマークであ
る H2Bubの機能解明を目指して、H2Bub修
飾クロマチンと非修飾クロマチンとで差次
的に結合するタンパク質を SILAC法により
探索し、SWI/SNF、DSIF、NELF、Integrator
等を H2Bub結合タンパク質として同定した 
(Shema-Yaacoby et al. 2013)。また、H2Bub修
飾に重要な転写伸長因子 PAF1複合体に注目
して、PAF1複合体の 6つのサブユニットの
比較解析を行ったところ、Rtf1が他の 5つの
サブユニットとは異なる挙動を示し、独立し
た転写伸長因子として働いていることが示
唆された (Cao et al. 2015)。さらに、エンハン
サー・プロモーターのクロマチンループ形成
に重要といわれる CTCFの機能解析を行い、
CTCFが遺伝子コード領域において NELFと



共局在し、NELF依存的な Pol IIの一時停止
を制御していること見出した (Laitem et al. 
2015)。 
 また、高橋らは以前、転写伸長因子複合体
Super Elongation Complex（SEC）に加えて
Little Elongation Complex（LEC）という機能
不明のタンパク質複合体を同定した。本研究
から、メディエーターのサブユニットMed26
が LECを snRNAなどの non-coding RNA遺伝
子領域にリクルートし、それらの遺伝子の発
現を促進することが分かった。Med26は、遺
伝子領域で Pol IIに SECと LECのいずれを
手渡すか調節することで、異なる遺伝子の発
現を制御している可能性が示唆された (図 2、
Takahashi et al. 2015)。さらに、Med26と LEC
は、snRNA遺伝子だけではなく、複製依存的
ヒストン遺伝子の転写制御にも関与するこ
とが分かった。snRNA遺伝子と複製依存的ヒ
ストン遺伝子の mRNAはポリ(A)付加されな
いという共通点があるので、Med26と LEC 
はポリ(A)のない遺伝子の転写終結に関与し
ている可能性が示唆された (Takahashi et al. 
未発表データ)。 
 

図 2. Pol IIに手渡されたバトン（SECか LECか）に 
よって進む道（発現遺伝子）が変わる 

 
 単球分化での、IRF8による標的遺伝子の発
現誘導機構を検証するため、横浜市立大の松
本、三宅ら（研究計画 6）と共同でエピゲノ
ム解析を行った。その結果、IRF8が遠位エン
ハンサーを創出することによって、標的遺伝
子の発現を導くことを見出した。さらに in 
silico DNAモチーフ解析によって転写因子カ
スケード「IRF8-KLF4軸」を予測し、これが
生体レベルでの単球分化に必須であること
を明らかにした（Kurotaki et al. 2013）。次に、
IRF8によるエンハンサー形成と、普遍的な転
写制御機構とがどのように結びつくかを検
討するために、九州工業大学の藤井（研究計
画 7）とゲノム規模で、かつ定量的なエピゲ
ノム解析を進めると共に、Klf4遺伝子をモデ
ルにした経時的に高精細なエピゲノム解析
を行った。その結果、従来考えられてきた転
写活性化機構とは異なり、エンハンサーと遺
伝子が相互に活性化するという、新しい遺伝
子発現機構を見出した（図 3）。この双方向性
の活性化は、大阪大学の藤井（公募班）と共
同で作出した変異細胞株の解析によって確

認され、さらに公共データベースに登録され
ているヒト血球細胞分化系のエピゲノムデ
ータの解析によって、普遍性をもつ転写制御
機構であることが判明した（Nishiyama et al. 
投稿準備中）。 
 

図 3. A）従来考えられている一方向性の遺伝子発現誘
導のモデル。B）本研究にて見出された、多段階かつ双

方向性の遺伝子発現誘導のモデル 
 
 IRF8は単球分化を誘導する際に好中球分
化を抑制することによって系譜選択を行っ
ている。この分子機構についても、トランス
クリプトーム解析とパスウェイ解析によっ
て IRF8による転写因子C/EBPαの活性阻害を
予測し、これが好中球分化の抑制に重要であ
ることを実証した（Kurotaki et al. 2014）。ま
た単球に加え、アレルギーを引き起こす好塩
基球とマスト細胞の分化においても IRF8が
必要な分子であることを示した。トランスク
リプトーム解析と in silico DNAモチーフ解析
によって IRF8とGATA2が形成する転写因子
カスケードを予測し、これが好塩基球の産生
に必須であることを明らかにした（Sasaki et 
al. 2015）。 
 さらに、IRF転写因子ファミリーである
IRF5が関わる自然免疫応答、ならびに自己免
疫疾患についても、網羅的解析を活用し研究
を行った。まず IRF5の抑制因子として Lyn
チロシンキナーゼを同定した。さらに Lynに
よる IRF5の抑制機構が破綻すると IRF5が恒
常的に活性化してしまい、自己免疫疾患であ
る全身性エリテマトーデスの発症を招くこ
とを明らかにした（Ban et al. 2016）。 
 転写伸長因子の一つであるエロンガン A
は、これまで in vivoでの機能はほとんど未解
明であった。川内はエロンガン Aの in vivo
機能について解析を行い、細胞レベルとして
は (1) 転写伸長因子エロンガンＡは迅速な
ストレス応答遺伝子発現に重要な役割を演
じており、転写のフェーズにおける機能発揮
の場は、伸長後期であることが示唆され、(2) 
ストレス応答遺伝子発現においては、エロン
ガンＡのもう一つの機能である Pol IIユビキ
チン活性は必須ではないこと、を見いだした
（Kawauchi et al. 2013）。さらに、エロンガン
Aノックアウトマウスは胎生致死であるが、
発生段階においてエロンガン Aは神経堤細
胞からの感覚神経への分化の制御に重要な
役割を果たしていることを報告した。これら
遺伝子における Pol IIのリクルートを解析し
た結果、エロンガンＡは転写伸長活性のみな
らず、Pol IIそのもののプロモーターへのリ
クルートもしくは転写開始複合体の安定性
にも重要な役割を演じている可能性が示さ
れた（Yasukawa et al. 2012）。転写伸長因子が
転写開始に影響するという点で興味深く、転



写は各フェーズが影響を与えつつ全体とし
て転写量を制御するサイクルであることを
示す 1つの知見と考えられる。 
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